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La presente invention est relative a un antigene Tat stabilise et a ses 
applications pour la vaccination anti-VlH. 

Le syndrome de rimmunodeficience acquise (SIDA) est une maladie 
sexuelleraent transmissible provoquee par le virus de rimmunod(5ficience humaine 
5 (VIH de type 1 (VIH-1) ou de type 2 (VIH-2)). Cette maladie est en progression 
constante et a ce jour plus de 42 millions de persomies sont infectees dans le monde. 
C'est pourquoi la mise au point d'un vaccin represenle une urgence absolue pour latter 
contre cette pandemie. 

De nombreuses approches vaccinal es ont 6t6 developpees depuis 

0 pres de vingt ans sans aboutir a la mise au point d'un vaccin efficace. Cependant, la 
connaissance toujours plus approfondie du cycle infectieux et des proteines virales 
responsables de la progression vers le stade SIDA a ouvert la voie vers I'utilisation de 
nouvelles cibles vaccinales prometteuses : les proteines regulatrices du VIH. Ces 
proteines, qui avaient tout d'abord ete delaissees, font depuis quelques annees I'objet 

1 de nombreux travaux en raison de leur role dans la replication virale. 

Parmi ces proteines, le regulateur transcriptionnel Tat du VIH, 

represenle une cible vaccinale particulierement interessante, dans la raesvire ou 
I'absence de progression vers le stade SIDA est coirelee a la presence d'anticoips 
anti-Tat de haut titre et de cellules cytotoxiques specifiques (Zagury et al., J Hum 
Virol, 1998,1 : 282-292 ; Re et al., J Clin Virol, 2001, 21 : 81-89 ; Van Baalen et al., 
J Gen Virol, 1997, 78; 1913-1918). 

Le gene comprend 2 exons codant pour une proteine de 99 a 
103 acides amines selon les souches de VIH. L'exon 1 qui code pour les 72 premiers 
acides amines, possede une activite de transactivation totale, et comprend 5 
domaines : (1) le domaine N-terminal (positions 1 a 21), qui est important pour 
1 'interaction avec des proteines celiulaires, (2) le domaine riche en cysteines 
(positions 22 a 37) contenant 7 residus de cysteine fortement conserv^es (positions 
22, 25, 27, 30, 3 1 , 34 et 37), implique dans la transactivation, (3) le domaine central 
(core) correspondant aux positions 38 a 48, egalement implique dans la 
transactivation, (4) le domaine basique (positions 49 a 57), qui comprend les 
sequences impliquees dans la localisation nucleaire, le transport trans cell ulaire ct la 
liaison a I'element de reponse TAR (Tram-activation response) du LTR viral, et qui 
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est egalement implique dans la liaison de Tat a I'heparine, et (5) le domaine riche en 
glutamines (positions 50 a 72). L'exon 2 de taille variable, code pour le domaine C- 
terminal (positions 73 a extremite C-teraiinale) qui ne possede pas d'activite de 
transactivation mais contient le motif RGD (arginine-glycine-aspartate), necessaire 
5 pour la liaison de Tat aux integrines. 

II existe egalement une proteine Tat tronquee de 86 acides amines, 
produite in vitro par generation d'un codon stop en position 87, du fait de la mutation 
du VIH, lors du passage en culture cellulaire. 

Tat est un facteur de transcription essentiel a la replication virale, 

0 (Fisher et al.. Nature, 1986, 320:367-371) qui peut a la fois activer le VIH latent et 
dereguler I'expression d'autres genes cellulaires, dans la mesure ou il possede la 
particularite d'dtre libere par les cellules infectees et incorpore dans d'autres cellules 
infectees ou non (transport transcellulaire ; Ensoli et al., J Virol, 1 993, 67:277-287 : 
Chang et al.. Aids, 997, 11:1421-1431). II a ^te montre que Tat a des effets toxiques 

5 in vitro. Ces effets comprennent : la deregulation des signaux cellulaires impliques 
dans I'apoptose, la deregulation de Fexpression de parties de genes du systeme 
iramunitaire tel que le gene de I'interleukine 2 et de I'inteiferon alpha, ou des genes 
codant pour les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) de classe 
I et de classe II, et/ou I'induction d'angiogenese. Ainsi, Tat possede de nombreuses 

0 activites biologiques et pourrait jouer un r61e, tant dans la dissemination virale que 
dans la pathogenese : progression vers le stade SIDA et pathologies associees au 
SID A, comme le sarcome de Kaposi. 

En consequence, bien qu'une proteine Tat non-modifiee, biologi- 
quement active soit capable de proteger des singes contre I'infection par le VIH-1 
(Cafaro et al., Nat. Med., 1999, 5. 643-650), il n'est pas envisageable d'utiliser une 
proteine toxique en tant qu'immunogene pour la vaccination humaine. 

C'est pourquoi, diverses approches ont ete envisagees pour obtenir 
des derives de Tat biologiqueraent inactifs, qui puissent etre utilises en tant que vaccin 
chez I'homme. 

L'inactivation a principalement porte sur I'elimination de I'aptitude 
de Tat a transactiver la transcription du genome viral puis sur d'autres activites 



1 er depot 



10 



15 



comnie I'inhibition de la suppression de la proliferation des cellules T. Ces travaux ont 
abouti a la decouverte de derives biologiquement inactifs de Tat, obtenus par : 

- mutations dans la sequence du gene Tat : (i) delations des extre- 
mites -NH2 ou -COOH, ou bien deletion ou substitution des residus de cysteine 
(Demande Internationale WO 95/31999), (ii) substitution conservative de tous les 
residus de cysteine du domaine riche en cysteines (cysteine serine ; Demande Inter- 
nationale WO 03/054006), (iii) substitution d'au moins deux residus d^acide amine 
des positions 49 a 72 et/ou 73 a 101, en particulier des positions 49 a 57 (K5IT, R52L, 
R55L, R57L), du domaine RGD (G79A) ou des positions 88 k 92 a^89L, E92Q), et 
6ventuellement de la cysteine en position 27(C27S), (Demande Internationale WO 
03/057885), et (iv) ddl^tion d'un residu d'acide amine (C22, T23, N24, Y26, K28/29, 
C30, C31, F32, K33, E35, F38, K41, Y47, A57) ou substitution d'un^residl d'acidi 
amine (T23A, N24A, C22G, K41T ; Demande Internationale WO 99/27958), 

- traitements chimiques ou physiques de la proteine Tat : (i) traite- 
ment. par une aldehyde comme la formaldehyde et la glutaraldehyde (Demande 
Internationale PCT WO 96/27389), (ii) carboxymethylation des cysteines a I'aide 
d'acide iodoacetique ou d'iodoacetamide (Demande Internationale PCT WO 
99/33872), et (iii) oxydation, notamment par le peroxyde d'hydrogene ou le periodate 
de sodium ou bien irradiation (Demande US 20030215797 et Cohen et al., P.NA.S., 

20 1999, 96, 10842-10847), et 

- purification de la proteine Tat recombinante par un precede 
permettant I'elimination de I'ARN et de I'endotoxine contaminants (Demande Inter- 
nationale PCT WO 03/073984). 

II a en particulier ete montre qu'un derive de Tat dont les cysteines 
22 et 37 sont substituees par des serines est immunogene (Caselli et al., J. Immunol., 
1999, 162, 5631-5638) et qu'un derive carbo.xymethyle de Tat est immunogene et 
capable d'induire un ralentissement de la progression de la maladie chez le singe 
(Pauza et al., P.N.A.S., 2000, 97, 3515-3519). 

Ces resultats indiquent qu'un immunogene Tat biologiquement actif 
ou prealablement inactive peut contribuer a la mise en place d'un vaccin anti-VlH 
efficace. Cependant I'efficacite d'un vaccin depend en grande paztie de sa capacite a 
induire une forte reponse immunitaire. Or, la molecule Tat est connue pour ses capa- 
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cites immunosuppressives (Cohen et ah, precite) et est faiblement immunogene chez 
Tanimal, en particulier, chez le singe. Ainsi, le ralentissement de la maladie induit par 
le toxoMe de Tat carboxymethyle necessite une serie de 5 immtmisations (Pauza et aL, 
P.N.A.S., 2000,97, 3515-3519) et la protection procuree par la molecule Tat biolom- 
quement active a ete obtenue apres une serie de 9 a 10 immunisations, selon les proto- 
col es (Cafaro et aL, precite). 

En consequence, pour mettre au point un vaccin efficace centre le 
VIH, il existe une reel besoin de developper un antigene derive de Tat presentant une 
immunogenicite augmentee par rapport a celle des antigenes Tat de Fart anterieur. 

Les Inventeurs se sont donnes pour but, la mise au point d'un tel 

antigene, 

Les Inventeurs ont montre que de fa9on surprenante, la proteine Tat 
etait tres instable et rapidement degradee par les enzymes proteolytiques. La mise en 
evidence de cette caracteristique de Tat les a conduit a emettre Thypothese selon 
laquelle Tamelioration de la stabilite de Tat devrait diminuer sa susceptibilite prot^o- 
lytique et augmenter sa demi-vie dans Torganisme, ainsi que son immunogenicite. 
Cette hypothese a ete validee en comparant Timmunogenicite de Tat non-modifiee a 
celle de Tat prealablement stabilisee, soit par formation d'un complexe avec un 
ligand, soit par incorporation de groupements hydrophobes. Par comparaison avec 
Tat non-modifiee ou un toxoTde de Tat dont les cysteines sont bloquees par des grou- 
pements acetamidomethyle qui sont pen immimogenes, les derives stabilises de Tat 
induisent des titres en anticorps anti-Tat au moins 10 fois plus eleves chez Tanimal 
(facteur 10 a 35) et sont capables d'induire une reponse cellulaire specifique de Tat. 
En outre, ces derives presentent une activite transactivatrice alteree indiquant une 
absence de toxicite. 

La presente invention a en consequence pour objet, une composition 
vaccinale anti-VIH, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un antigene Tat 
stabilise. 

Definitions 

- On entend par antigene Tat, un monomere ou un oligomere, 
notamment un dimere d'une proteine Tat ou d'un fragment de cette proteine d'au 
moins 11 acides amines, capable d'induire une reponse humorale et/ou cellulaire 
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specifique chez un mammif&re humain ou animal ; ledit antigene Tat est, soit biologi- 
quement actif, soit inactive par mutation de la sequence du gene Tat, notamment par la 
substitution en serine(s), de residu(s) de cysteine de la region riche en cysteines, ou 
bien par traitement physique (irradiation) ou chimique (action d'unc aldehyde, 
oxydation) de Tat, comme defmi ci-dessus. 

- On entend par oligomere de Tat, I'association de monomeres de 
Tat (proteine et/ou fragment) identiques ou differents entre eux (homo- ou hetero- 
oligomeres), par une ou plusieurs liaisons covalentes et/ou non covalentes. Les 
oligomeres covalents resultent notamment de la formation de pont(s) disulfore(s) par 
oxydation de residus de cysteine ou de la formation d'autre liaison(s) chimique(s) 
(oxime, hydrazone), ou bien encore de la reaction avec des groupements homo- 
bifonctionnels tels que la glutaraldehyde ou hetero-bifonctiomiels tels que le 3-((2- 
aminoahy1e)dithio) propionic hydrochloride). Les oligomeres non-covalents peuvent 
atre formes par I'iiatermediaire de motifs du type ieucine-zipper ou de cations 
polyvalents, de preference di valents, comme le zinc ou le cadmium. 

- On entend par proteine Tat (ou Tat), la proteine Tat de n'importe 
quelle souche de VIH (VIH-1 ou VIH-2), coixespondant a une sequence d'environ 86 
a 1 03 acides amines, selon les souches. 

- On entend par antigene Tat stabilise, un derive de la proteine Tat 
ou du fragment de Tat tels que defmis ci-dessus, comprenant une modification 
physique ou chimique telle qu'apres 2 heures de digestion par la chymotrypsine 
(rapport enzyme/substrat de 1/50 (P/P)), la proportion de derive de Tat recomxue par 
un anticorps monoclonal anti-Tat dirige contre I'epitope (KGLGISYGRX) de la region 
du core est au moins 20% plus importante, de preference au moins 50 % plus 
importante, que la proportion de Tat non-modifiee recomiue par le meme anticoips, 
suite a la meme digestion enzymatique. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite composition, ledit 
antigene Tat stabilise est constitue par : 

a) un complexe entre une proteine Tat de VIH ou un fragment de Tat 
d'au moins 1 1 acides amines tels que d^finis ci-dessus, et un ligand de Tat, 

b) une proteine Tat de VIH ou un fragment de Tat d'au moins 1 1 
acides amines, modifies par substitution par un acide amine hydrophobe et/ou modifi- 
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cation par un groupement hydrophobe, d'au moins un acide amine de la sequence de 
Tat, a rexclusion des substitutions R52L, R55L, R57L et K89L, et 

c) un complexe entre la proteine Tat ou le fragment de Tat modifies 
en b), et un ligand de Tat. 
5 Le ligand de Tat est constitue par n'importe quel compose capable 

de se lier a Tat ou a un fragment de Tat ; il pent etre de nature ionique, proteique, 
lipidique, glucidique, nucleotidique (ADN, ARN) ou mixte (glycolipide, glyco- 
proteine). II inclut notamment : les cations polyvalents, de preference divalents, 
notamment le zinc et le cadmium ; la proteine Vpr du VIH ; les sucres polysulfates 

1 0 comme par exemple : le sulfate de dextran, le pentosane polysulfate et les 
glycosaminoglycans polysulfates, notamment Theparine, Theparane sulfate et les 
composes tels que decrits dans Rusnati et al., J, BioL Chxem. 1998, 273, 16027-16037. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation de 
ladite composition, ledit ligand est une heparine ou un fragment d'heparine ; de prefe- 

15 rence, il s'agit d'une heparine de poids moleculaire de 15 000 Da ou d'un fragment 
d'heparine de poids moleculaire de 6000 Da, qui se lient k Tat avec une affinite 
elevee. De preference, il s'agit d'un complexe equimolaire Tat/heparine. 

L'acide amine hydrophobe qui remplace Tun au moins des acides 
amines de Tat est, soit un acide amine naturel choisi parmi : L (leucine), V (valine), I 

20 (isoleucine), A (alanine), M (methionine), F (phenylalanine), W (tryptophane) ou Y 
(tyrosine), soit un acide amine non proteinogenique, dont le caibone portant la chaine 
laterale R, a savoir le groupe -CHR-, situe entre -CO- et -NH- dans la chaine pepti- 
dique naturelle, est remplace par un motif n^entrant pas dans la constitution d'une 
proteine ou d*un peptide naturel. A titre d'exemple non-limitatif, on pent citer la 

25 Norleucine (Nle) et la cyclohexaalanine (Cha). 

Le groupement hydrophobe qui est introduit sur un acide amine est 
un alkyle ou un aryle tel que par exemple : S-tertio-butyle, neopentyle, isobutyle, 
isopropyle, 1 -methylpropy le, benzyle, indoyle ou un naphtyle. Ledit groupement 
hydrophobe peut-etre introduit sur Tacide amine a Taide d'un reactif de type 1-iodo- 

30 2,2-dimethylpropane, a-bromo-toluene, ter-butyle disulfure, N-ter-Butylacrylamide. 
Les residus d'acides amines de Tat ou du fragment de Tat qui sont modifies pai' ledit 
groupement hydrophobe sont les acides amines polaires ou charges qui peuvenl etre 
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fonctiomialises. Parmi ces acides amines, on peut citer ceux possedant les fonctions 
reactives suivantes : -OH [serine (S), threonine (T) ou tyrosine (Y)], -SH [cysteine 
(C)], -NH2 [lysine (K) ou argianne (R)], -COOH [acide aspartique (D) ou acide 
glutamique (E)]. 

5 Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de realisation de 

ladite composition, ladite proteine Tat ou kdit fragment de Tat sont modifies par 
substitution et/ou modification de 1 a 7 cysteines, situees en positions 22, 25, 27 30 
31,34eVou37. ' ' . , 

9 

De preference, ladite cysteine est modifiee par un groupemeiit S- 
1 0 tertio-butyle (CysStBu) ou substituee par un acide amine hydrophobe selectiomie dans 
le groupe constitue par : une leucine, un tryptophane et une phenylalanine. De maniere 
preferee, au moins les quatre cysteines en position 25, 27, 30 et 3 1 sont substitutes par 
nn acide amine hydrophobe et/ou modifiees par un gioupement hydrophobe tel que 
defini ci-dessus. 

Selon encore une autre disposition avantageuse des modes de realisa- 
tion precedents de ladite composition, ledit antigene Tat sdon I'invention derive d'un 
antigene Tat inactiv6, comprenant de preference la substitution des cysteines en posi- 
tions 22, 34 et 37 en serines. De maniere preferee, il s'agit d'un antigene Tat dans 
lequel les cysteines en positions 22, 34 et 37 sont substituees en serines et les cysteines 
en positions 25, 27, 30 et 31 sont modifiees par un groupement S-tertio-butyle ou 
substituees par une leucine, un tryptophane ou une phenylalanine. Un tel antigene 
presente a la fois un pouvoir immunog^ne eleve et une absence de toxicite, indiquee 
par une absence de pouvoir transactivateur du LTR viral. 

Selon encore une autre disposition avantageuse des modes de reali- 
sation pr6c6dents de ladite composition, ledit antigene Tat est stabilise par la 
combinaison de la formation d'un complexe avec un ligand et la substitution par un 
acide amine hydrophobe et/ou la modification par un groupement hydrophobe, d'au 
moms un des residus d'acides amines de la sequence de Tat, tel que defini ci-dessus 
La combinaison des deux modifications permet avantageusement d'obtenir une 
augmentation de rimmunogenicite de Tat superieure (d'au moins un facteur cinq), a 
celle obtenue avec une seule des modifications. 
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Selon encore une autre disposition avantageuse des modes de reali- 
sation precedents de ladite composition, ladite proteine Tat ou le fragment de ladite 
proteine sont choisis paraii : la proteine Tat de 86 acides amines (Tat86), le fragment 1 
a 57 de Tat et les fragments d'au moins 1 1 acides amines inclus dans la proteine ou le 
fragment precedents, de preference ceux comprenant de 11 a 50 acides amines, de 
maniere preferee ceux comprenant entre 11 et 35 acides amines, de maniere encore 
plus preferee ceux comprenant entre 1 5 et 25 acides amines. 

Selon un autre mode de realisation avantageuK de ladite composition 
vaccinale, ledit antigene Tat stabilise derive de la proteine Tat de SEQ ID NO : 1 ou 
d'un fragment d'au moins 1 1 acides amines de cette proteine. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de ladite 
composition vaccinale, ladite proteine Tat ou ledit fragment de Tat sont des mono- 
meres. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de ladite 
composition, ladite proteine Tat ou ledit fragment de Tat sont des oligomeres formes 
par I'association covalente et/ou non-covalente de monomeres de Tat (proteine(s) 
et^ou fragment(s)), de preference, il s'agit de dimeres. Les oligomeres associes de 
fa9on covalente comprennent notamment, au moins une liaison disulflire 
intermoleculaire impliquant un residu de cysteine de la sequence en acides amines de 
Tat, en particulier une cysteine de la region riche en cysteines, de preference Tune des 
cysteines en position 22, 34 ou 37. Conformement a Tinvention, Tune au moins des 
cysteines qui n'est pas impliquee dans un pont disulfure, pent etre substituee par un 
groupement hydrophobe et/ou modifiee par un groupement hydrophobe tel que defini 
ci-dessus, les cysteines residuelles etant par exemple substituees en un acide amine ne 
comprenant pas de groupement sulfhydrile comme la serine. Alternativement, les 
oligomeres peuvent egalement etre associes de fa9on non-covalente par Fintermediaire 
de cations polyvalents, de preference divalents comme le zinc ou le cadmium. 

Les anti genes Tat stabilises selon Tinvention sont notamment repre- 

sentes par : 

a) un complexe d'une proteine Tat de 101 acides amines (TatlOl) ou 
de 86 acides amines (Tat86) et d'une heparine de poids moleculaire de 15000 Da ou 
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d'un fragment dlieparine de poids raoleculaire de 6000 Da, en particulier un complexe 
equimoJaire Tat/heparine, 

b) une proteine Tat de 101 acides amines (TatlOl) ou de 86 acides 
amines (Tat86) comprenant une cysteine modifiee par un groupement S-tertio-butyle 
en positions 22, 25, 27, 30, 3 1, 34 et 37, 

c) une proteine Tat de 101 acides amines (TatlOl) ou de 86 acides 
amines (Tat86) comprenant une serine en positions 22, 34 et 37 et une cysteine 
modifiee par un groupement S-tertio-butyle en positions 25, 27, 30 et 3 1 , 

d) une proteine Tat de 101 acides amines (TatlOl) ou de 86 acides 
amines (Tat86) comprenant une leucine, en positions 22, 25, 27, 30, 3 1, 34 et 37, 

e) une proteine Tat de 101 acides amines (TatlOl) ou de 86 acides 
ammes (Tat86) comprenant une phenylalanine, en positions 22, 25, 27, 30, 31, 34 et 
37, 

f) une proteine Tat de 101 acides amines (TatlOl) ou de 86 acides 
amines (Tat86) coraprenant un tryptophane, en positions 22, 25, 27, 30, 3 1 , 34 et 37, 

g) un dimere de Tat forme de Tassociation par un pont disulfure 
entre les cysteines en position 34, de deux proteines Tat ou de deux fragments de Tat 
modifies, comprenant une serine en positions 22 et 37 et une leucine en positions 25, 
27, 30et31, et 

h) un complexe d'une proteine Tat ou d'un dimere de Tat tel que 
defmis en b), c), d), e), f) ou g) et d'une heparine de poids moleculaire de 1 5000 Da ou 
d'un fragment d'h^parine de poids moleculaire de 6000 Da, en particulier un complexe 
equimolau-e Tat/heparine. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de ladite 
composition, elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable, et/ou une 
substance porteuse, et/ou un adjuvant. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ladite 
composition est constituee par un antigene stabilise tel que defini ci-dessus et un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable, et/ou une substance porteuse. 

La composition vaccinale selon 1' invention se presente sous une 
forme galenique adaptee a une administration par voie parent^rale (sous-cutanee. 
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intramusculaire, intraveineuse), enterale (oraJe, sublinguale), ou locale (rectale, 
vagina] e), 

Les vehicules pharmaceutiquemcnt acceptables, les substances 
porteuses et ies adjuvants sont ceux classiquement utilises. 

Les adjuvants sont avantageuseraent choisis dans le groupe constitue 
par : des emulsions huileuses, des substances minerales, des extraits bacteriens, la 
saponine, I'hydroxyde d'alumine, le monophosphoryl -lipide A et le squalene. 

Les substances porteuses sont avantageusement selectionnees dans le 
groupe constitue par : les liposomes unilamellaires ou multilamellaires, les ISCOMS, 
les virosomes, les particules de type viral (virus-like particles), les micelles de 
saponine, les microspheres solides de nature saccharidique (poly(lactide-co-glycolide)) 
ou aurifere, et les nanoparticules. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de ladite 
composition vaccinale, elle comprend de Thydroxyde d'alumine. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de ladite 
composition vaccinale, elle comprend au moins un autre antigene du VIH, notamment 
Rev, Nef, gag, gp 160 ou un fragment d'au moins 1 1 acides amines desdits antigenes. 

La presente invention a egalement pour objet un antigene Tat 
stabilise tel que defini ci-dessus comme vaccin pour la prevention et/ou le traitement 
d'une infection par le VIH chez I'homme. 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation d'un 
antigene Tat stabilise tel que defini ci-dessus, pour la preparation d'un vaccin destine a 
la prevention et/ou au traitement d'une infection par le VIH chez FHormne. 

La presente invention a egalement pour objet un complexe pepti- 
dique, caracterise en ce qu'il est constitue par : 

- une proteine Tat de VIH ou un fragment de Tat d'au moins 1 1 
acides amines, modifies par substitution par un acide amine hydrophobe et/ou modifi- 
cation pai' un groupement hydrophobe, d'au moins un acide amine de la sequence de 
Tat, tel que defini ci-dessus, associe a 

- un ligand de Tat, tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet une proteine ou un 
fragment de celle-ci, caracterises en ce qu'ils sont choisis pamii une proteine Tat de 
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VIH ou un fragment de Tat d'au moins 1 1 acides amines, modifies par substitution par 
un acide amine hydrophobe et/ou modification par un groupement hydrophobe, d'au 
moins un acide amine de la sequence de Tat tels que definis ci-dessus, a I'exclusion 
des substitutions R52L, R55L, R57L et K89L. 

La presente invention a egalement pour objet un precede de prepa- 
ration d'un antigene Tat stabilise, caracterise en ce qu'il comprend au moins : 

- la preparation, par tout moyen approprie, d'une proteine Tat de 
VIH ou d'un fragment de Tat tel que defini ci-dessus, et de fa9on simultan^e ou 
sequentielle, 

- la formation d'un complexe avec un ligand de Tat tel que defini ci- 
dessus et/ou la substitution par un acide amine hydrophobe et/ou la modification par 
im groupement hydrophobe, d'au moins un des residus d'acides amines de la sequence 
de Tat, telles que defmies ci-dessus, a I'exclusion des substitutions R52L, R55L, 
R57L et K89L. 

La presente invention a dgalement pour objet un polynucleotide 
(ADN ou ARN) ou un melange de polynucleotides selectionne dans le groupe 
constitue par : 

a) un polynucleotide ou un melange de polynucleotides comprenant 
la sequence codant pour une proteine Tat de VIH ou un fragment de Tat d'au moins 1 1 

20 acides amines et la sequence codant pour un ligand peptidique de Tat, tels que definis 
ci-dessus, et 

b) un polynucleotide comprenant la sequence codant pour une 
proteine Tat de VIH ou un fi-agment de Tat d'au moins 1 1 acides amines, modifies par 
substitution par un acide amine hydrophobe d'au moins un acide amine de la sequence 

25 de Tat tels que definis ci-dessus, a I'exclusion des substitutions R52L, R55L, R57L et 
K89L. 

Conformement a 1' invention les sequences codantes de la proteine 
Tat et/ou du firagment de ladite proteuie et du ligand peptidique de Tat sont incluses 
dans un polynucleotide unique ou bien dans deux polynucleotides separes. 

La presente invention a egalement pour objet un vecteur recombinant 
ou un melange de deux vecteurs recombinant comprenant un insert constitue 
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respectivernent par, le polynucleotide defini en a) ou en b) et chacun des deux 
polynucleotides du melange defini en a). 

De preference, ledit vecteur recombinant est un vecteur d'expression 
dans lequel ledit ou lesdit polynucleotides sont places sous le controle d'elements 
regulateurs de la transcription et de la traduction appropries. 

La presente invention a egalement pour objet des cellules proca- 
ryotes ou eucaryotes trausformees par un vecteur recombinant ou un melange de 
vecteurs recombinants tels que definis ci-dessus. 

De nombreux vecteurs dans lesquels on peut inserer un 
polynucleotide d'int6r6t afin de rintroduire et de le maintenir dans une cellule hote 
eucaryote sont connus en eux-memes ; le choix d'un vecteur approprie depend de 
I'utilisation envisagee pour ce vecteur (par exemple replication de la sequence 
d'interet, expression de cette sequence, maintien de la sequence sous forme 
extrachromosomique ou bien integration dans le materiel chromosomique de I'hote), 
ainsi que de la nature de la cellule hote. On peut utiliser entre autres, des vecteurs 
viraux tels que les adenovirus, les retrovirus, les lentivirus et les AAV, dans lesquels a 
ete inser6e prealablement la sequence d'interet. 

On peut egalement introduire lesdits polynucleotides (isoles ou 
inseres dans un vecteur plasmidique) dans des cellules-hotes, soil en utilisant des 
raethodes physiques telles que I'electroporation ou la microinjection, soit en les asso- 
ciant a toute(s) substance(s) permettant le passage de la membrane plasmique, tels que 
des transporteurs comme les nanotransporteurs, des liposomes, des lipides ou des 
polymeres cationiques. En outre, on peut avantageusement combiner ces methodes, 
par exemple en utilisant I'electroporation associee a des liposomes. 

Les polynucleotides, les vecteurs recombinants et les cellules 
trausformees tels que definis ci-dessus, sont utiles notamment pour la production des 
antigenes Tat stabilises selon I'invention ou comme vaccin poui- la prevention et/ou ic 
traitement d'une infection par le VIH chez I'Homme. 

Les polynucleotides selon I'invention sont obtenus par les methodes 
classiques, connues en elles-memes, en suivant les protocoles standards tels que ceux 
decrits dans Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. AUSUBEL,2000, 
Wiley and son Inc. Libraiy of Congress, USA). Par exemple, ils peuvent Stre obtenus 
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par amplification d'une sequence nucleique pai- PGR ou RT-PCR, par criblage de 
banques d'ADN genomique par hybridation avec una sonde homologue, on bien par 
synthese chimique totale ou partielle. Les vecteurs recombinants sont construits et 
introduits dans des cellules botes par les methodes classiques d'ADN recombinant et 
de genie gen6tique, qui sont connues en elles-memes. 

La proteine Tat et ses fragments, ainsi que les complexes pepti- 
diques derives et les proteiues et les peptides modifies, tels que definis ci-dessus, sont 
prepares par les techniques classiques connues de I'Homme du metier, notamment par 
synthase en phase solide ou liquide ou par expression d'un ADN recombinant dans un 
systeme cellulaire approprie (eucaryote ou procaryote). 

De raaniere plus precise : 

- la proteine Tat et ses fragments comprenant des acides amines 
modifies par un groupement hydrophobe sont synth6tis6s en phase solide, selon la 
technique Fmoc, originellement d^crite par Merrifield et al. (J. Am. Chem. See, 1 964, 
85: 2149-) (1964) et purifies par chromatographie liquide haute performance en phase 
inverse, 

- la proteine Tat et ses fragments comprenant des acides amines 
substitues par des acides amines hydrophobes sont produits a partir des ADNc corres- 
pondants, obtenus par tout moyen permettant d'introduire des mutations dans une 
sequence d'ADN, connu de I'homme du metier ; I'ADNc est clone dans un vecleur 
d'expression eucaryote ou procaryote et la proteine ou ie fragment produits dans les 
cellules modifiees par le vecteur recombinant sont purifies par tout moyen approprie, 
notamment par chromatographie d'affmite, et 

- les complexes peptidiques sont prepares par mise en contact du 
ligand de Tat avec Tat ou un de ses fragments dans des conditions permettant aux 
deux partenaires d'interagir. 

Les antigenes Tat scion 1 'invention presentent les avantages suivants 
par rapport aux antigenes de I'art ant^rieur : 

- du fait de leur stabilite accrue, ils sont plus immunogenes ; les 
titres en anticoips anti-Tat, chez I'animal, sont au moins 10 fois plus eleves que ceux 
obtenus par immunisation avec Tat non-modifiee ou le toxoide de Tat dont les 
cysteines sont bioquees par des groupements ac^tamidom^thyle, 
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- lis induisent a la fois une reponse humorale et cellulaire ; les etudes 
comparatives montrent que dans les m6mes conditions. Tat non-modifjee induit une 
faible reponse humorale mais n'est pas capable d'induire une reponse cellulaire, 

- ils possedent une alteration de leur activite transactivatrice qui 
indique une absence de toxicite, 

- ils sont homogenes (preparation par des precedes reproductibles) et 

bien definis. 

Outre les dispositions qui pr6cddent, Tinvention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en ceuvre de I'antigene Tat stabilise de la presente invention, ainsi 
qu'aux dessins annexes dans lesquels ; 

- la figure 1 illustre 1 'analyse dichroYque de la structure de Tat86 (B) 
et TatlOl (®). Chaque spectre est le r^sultat de quatre mesures dans la region UV 
lointain (190 mn-250 nm), obtenues a une resolution de 0,2 nm, avec un temps d'inte- 
gration de 0,5 sec et une bande passante de 2 nm, sur des echantillons de proteine 
Tat86 et TatlOl a la concentration de 15 en tampon phosphate de potassium 5 
mM pH 7,0, 

- la figure 2 illustre la cinetique de proteolyse de TatlOl ; la 
proteine TatlOl Ubre (TAT-IOISH ;10 ^ig/100 nl) a incubee a 37 °C en presence 
de trypsine (panneau sup^rieur) ou de chymotrypsine (panneau inferieur), en tampon 
phosphate de potassium 50 mM, pH 7 (rapport enzyme/substrat 1/200 (P/P)). Les 
fragments peptidiques generes a differents temps de digestion (30 sec, 1 min 2 min 5 
min et 6 min) sont materialises par des fleches indiquant les sites de clivage de la 
trypsine (acides amines basiques : arginine (R) ou lysine (K)) ou de la chymotrypsine 
(acides amines aromatiques : tyrosine (Y), phenylalanine (F) ou tryptophane (W) puis 
acides amines aliphatiques hydrophobes : leucine (L) ou isoleucine (I), dans I'ordre 
preferentiel decroissant). 

- la figure 3 illustre 1' analyse comparative par cliromatographie 
liqulde haute performance en phase inverse du profil des peptides generes par diges- 
tion enzymatique de TatlOl (10 /.g/100 jol) et de chacun des complexes equimolaires 
TatlOl/heparine (correspondant k 10//g de TatlOl dans 100 jal). La proteine TatlOl 
(*) et les complexes TatlOl/Hep 3000 (0\ TatlOl/Hcn 6000 ta) -r^.inwn.^ 
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15000 (A) ont ete incubes pendant 15 min a 37 °C en presence de trypsine, en tampon 
phosphate dc potassium 50 mM, pH 7 (rapport eiizyme/substrat 1/200 (P/P)). La 
fleche indique la position de Tat 101 non-degradee, 

- la figure 4 illustre I'analyse comparative en ELISA, de I'immuno- 
5 genicite de TatlOl, TatI01/Hepl5000 et Tatl01/Hep6000 chez la souris BALB/c. 

Les valeurs indiquees correspondent a I'inverse du titre en anticorps, mesure 14 jours 
et 28 jours apres la demiere immunisation, 

- la figure 5 represente le profil antigenique des semras produits par 
immunisation de souris BALB/c avec TatlOl (A) et Tatl01/I-Iep6000 (B). Les serums 

10 sont testes en ELISA vis-a-vis de 18 peptides chevauchants d'une longueur de 15 
acides amines, representant la totalite de la sequence de Tat (peptides 1 a 1 8). Les 
valeurs d'absorbance sont exprimees en miUi-unites de densite optique (mUDO), 

- la figure 6 represente la cartographie peptidique des fragments 
g^neres par digestion avec la pronase E, de Tat86 libre (TAT86: panneau inferieur) ou 

15 Tat86 modifiee par des groupements S-tertiobutyle (TAT86 C(22-37)StBu : panneau 
superieur). La digestion est realisee 15 min a 37°C en tampon phosphate de potassium 
50 rnM, pH7, avec un rapport enzyme/substrat de 1/20 (P/P) et un substrat Tat a la 
concentration finale de 1 0 |Lig/20 

- la figure 7 repr6sente la cartographie peptidique des firagments 
20 generes par digestion avec la pronase E, de TatlOl libre (TATlOl : pamieau inferieur) 

ou TatlOl modifiee par des groupements S-tertiobutyle (T ATI 01 C(22-37)StBu : 
panneau superieur). La digestion est realisee 15 min a 37°C en tampon phosphate de 
potassium 50 mM, pH7, avec un rapport enzyme/substrat de 1/20 (P/P) et un substrat 
Tat a la concentration finale de 10 ^g/20 jil, 

- figure 8 illustre I'analyse comparative en ELISA, de I'immuno- 
genicite de TatlOl et Tatl01C(22-37)StBu chez la souris BALB/c. Les valeurs indi- 
quees correspondent a I'inverse du titre en anticoips, mesure 25 jours, 35 jours et 47 
jours apres la derniere immunisation, 

- la figure 9 illustre I'analyse comparative en ELISA, de Timmuno- 
30 genicite de Tat86, Tat86C(22-37)StBu, Tat86C(22-37)L et d'un toxoide de Tat 

prepare par carboxatnidation (Tat86C(22-37)Scam) chez la souris BALB/c. Les 
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valeurs indiquees correspondent a Tinverse du litre en anticorps, mesure 14 jours et 28 
jours apres la demiere immunisation. 

- la figure 10 illustre I'analyse comparative en ELISA, de I'immuno- 
genicite des derives Tat86C(22-37)S, Tat86C(22-37)F, Tat86C(22-37)W et 

5 Tat86C(22-37)L cliez la souris BALB/c. Les valeurs indiquees correspondent a 
I'inverse du titre en anticorps, mesure 14 jours et 28 jours apres la demiere immunisa- 
tion 

- la figure 1 1 illustre I'analyse comparative en ELISA, de la liaison 
de Tat86, Tat86C(22-37)StBu et Tat86C(22-37)L, a I'heparine 6000. Les valeurs 

1 0 d'absorbance sont exprimees en miUi-unites de densite optique (mUDO), 

- la figure 12 illustre i'analyse comparative en ELISA, de Tiramuno- 
genicite de Tat86C(22-37)StBu et Tat86C(22-37)L, sous forme libre ou complexee a 
I'heparine. Les valeurs indiquees correspondent a I'inverse du titre en anticorps, 
mesure 14 jours et 28 jours apres la demiere immunisation. 

- la figure 13 illustre I'analyse en ELISA, de Tiramunogenicite de 
Tatl01/Hep6000, Tatl01C(22,34,37)S,C(25,27,30,31)StBu/Hep6000, 
Tat86/Hep6000, Tat86C(22-37)StBu/Hep6000 et Tat86C{22-37)L/Hep6000, en 
I'absence d'adjuvant, chez la souris SWISS (non-consanguine). Les valeurs indiquees 
correspondent a I'inverse du titre en anticorps, mesure 14 jours apres la demiere 

20 immunisation. 

- la figure 14 illustre la reponse cellulaire induite par immunisation 
avec Tat86 (A), Tat86C(22-37)StBu (B) et Tat86C(22-37)StBu/Hep6000 (C). 
L'incorporation de thymidine tritiee par les splenocytes des souris immunisees a 6t6 
mesuree apres stimulation avec des concentrations croissantes de Tat (0,01 a 0,5 ^iM). 

- la figure 15 (A, B et C) illustre la diminution du pouvoir 
transactivateur des derives de Tat. Des cellules Hek transfectees par un plasmide 
rapporteur contenant le g^ne de la GFP sous le controle transcriptionnel du LTR du 
VIH-1 ont 6t6 incubees en presence de chloroquine et de Tat ou de derives de Tat. 
Exemole 1 : Preparation de Tat et de ses derives 

La proteine Tat correspond a celle de I'isolat NDK du VIH-1 
(Groenink et al., J. Virol., 1991, 65, 1968-1975), dont la sequence est presentee a la 
figure 2 (SEQ ID NO : 1). Cette proteine est denommee ci-apres Tall 01. Par analc^ie 
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le fragment 1 a 86 de cette proteine, est denomme ci-apres Tat86 (SEQ ID NO : 2). 
L'isolat NDK du VIH-1 (SEQ ID NO : I) represente la sequence consensus obtenue a 
partir de 66 sequences d'isolats primaires de VIH-1 rapportees dans les bases de 
donnees SWISSPROT et TrEMBL entre 1999 et 2000. 
5 1) Synthese chimique de Tat et de ses derives S-tertio-butyle (TatStBu) 

La synthese chimique de Tat est r6alis6e en phase solide sur un 
appareil APPLIED BIOSYSTEMS 433A, en utilisant la strategic Fmoc/tert-butyle 
connue de I'Homme du metier. Les sept residus de cysteine de la region riche en 
cysteines sont proteges par un groupement S-tertio-butyle (S(tBu)). Brieveraent, 

1 0 I'echelle de synthese est de 1 mM, soit 500 mg de resine Fmoc-Asp(OtBu)-PAL-PEG- 
PS a 0,2 mmol/g pour TatlOl, et 476 mg de resine Fmoc-Glu(OtBu)-PAL-PEG-PS a 
0,21 mmol/g pour Tat86. 1 mM de chaque acide amin6 protege est utilise a chaque 
cycle de couplage. L'activation de chaque acide amin6 Fmoc est r^alisee en utilisant le 
couple dicyclohexylcarboiimide/1 -hydroxy-7azabenzotriazole ; le couplage est realise 

15 en presence de 0,25M diisopropylethylamine/N-methyle pyrrolidone. Le clivage de la 
resine et la deprotection (1 h et 30 min) sont realises en melangeant la resine sechee 
(sous vide pendant une nuit), a 10 ml d'une solution d'acide trifluoroacetique (TFA : 
9,5)/triisopropylsilane (0,25)/eau (0,25 ; V/W/V). Apres filtration sur frittd, le melange 
reactionnel est pr6clpit^ dans 100 ml de ter-butyle methyle 6ther refroidi (4° C), 
20 centrifuge 1 5 minutes a 2500 tours/min, Le solide obtenu est dissous dans 50 ml d'une 
solution aqueuse d'acide acetique a 15 %, puis lyophilise. Le brut de synthese obtenu 
est purifie par chromatographic liquide haute performance (CLHP) en phase inverse, 
sur une colonne semi-preparative C4 (21x 250 mm, 5 ).iM, 300 A JUPITER). La 
fraction homogeneisee pour chaque derive syntlietis6 (Tat86C(22-37)StBu et 
25 Tatl01C(22-37)StBu) est caracteris^e, par sa composition en acides amines et par 
spectrometrie de masse. 

Une strategic similaire a ete utilisee pour produire un derive de 
TatlOl dans lequel les cysteines 22, 34 et 37 sont remplacees par des serines et les 
cysteines 25, 27, 30 et 31 sont protegees par un groupement S-tertio-butyle 
30 (Tatl 01C(22,34,37)S,C(25,27, 30, 3 l)StBu). 

Tat86 et TatlOl sont obtenus a partir des derives precedents 
(Tat86C(22-37)StBu et Tatl01C(22-37)StBu), par deprotection des groupements 
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StButyie. Brievement, 1 equivalent de proteine et 50 equivalents de dithiothreitol par 
cysteine, sont dissous dans un tampon phosphate de sodium degaze a 50 mM, pH 8,5, 
6M uree, pour une concentration finale de lO^^M. L'avancement r^actionnel est suivi 
par chromatographie liquide haute performance (CHLP) en phase inverse, sur une 
5 colonne analytique C4 (1 5 cm x 41 6 mm, 5 |.iM, 300 A JUPITER). Apres 2 heures, la 
reaction apparait quantitative, le melange reactionnel est acidifie jusqu'a pH 2 avec 
une solution aqueuse de TFA/H2O (50/50 ; V/V), puis dilute avec une solution 
aqueuse de TFA/H2O (1/999 ; V/V) dans un volume final de 50 ml. Le melange reac- 
tionnel est alors purifi^ par chromatographie liquide haute performance (CHLP) en 
10 phase inverse, sur une colonne semi-preparative C4 (25 cm x 10 mm, 5 |.iM, 300 A 
JUPITER). La fraction homogeneisee pour chaque derive synthetis6 (Tat86 et TatlOl) 
est caracterisee, par sa composition en acides amines, par spectrometrie de masse. 

Une strategic similaire a celle utilisee pour TatlOl et Tat86 a ete 
utilisee pour synthetiser : 
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- 18 peptides chevauchants d'une longueur de 15 acides amines, 
couvrant la sequence de TatlOl, et 

- les derives de Tat86 dans lesquels chacime des sept cysteines de la 
region riche en cysteine est substituee en serine (Tat86Ser, contrSle) ou en un acide ' 
amine hydrophobe, tel qu'une leucine (Tat86C(22-37)), une phenylalanine 

20 (Tat86C(22-37)F) ou un tryptophane (Tat86C(22-37)W). 

2) Production de la proteine Tat recombinante et des mutants derives 

La production de la proteine Tat recombinante (Tat86 et TatlOl) et 
de ses mutants a ete realisee chez E. coli. Brievement, la sequence nucleotidique de la 
proteine Tat a ete reconstituee a partir de 8 amorces nucleotidiques synthetiques 

25 chevauchantes, representant la sequence de la totalite du gene Tat codant pour la 
proteine precitee, flanquee des sites de restrictions Nde I et Hind III. Les amorces ont 
ete hybridees par leurs regions complementaires puis le produit d 'hybridation obtenu a 
^te amplifie par reaction de polymerisation en chame (PGR), a I'aide des amorces ci- ' 
dessus, correspondant aux extremites 5' et 3' du gene Tat, flanqu^es des sites de 

30 restrictions Nde I ou Hind III. Le fragment d'amplification PGR a ensuite ete clone 
dans le vecteur d'expression procaryote pET3a (NOVAGEN) et la proteine Tat a ete 
exprimee dans E. coli a partir du vecteur recombinant ainsi obtenu, scion les pi olo- 
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coles standards recommaiides par le foumisseur. La proteine Tat recombinante a 
purifiee par passage sur une coloixne d'hepaiine puis par chromatographie a haute 
pression en phase inversee, selon les protocoles standard de chi-omatographie. 

Aitemativement le gene Tat a ete clon6 dans le plasmide pTriEx-1 
5 (NOVAGEN) qui perniet I'expression de Tat dans E. coli, dans des cellules d'insectes 
ou des cellules de mammiferes sous le controle, respectivement, du promoteur T7, du 
promoteur plO, et d'un promoteur hybride entre I'activateur du promoteur pr^coce du 
cytomegalovirus et le promoteur de la p-actine de poulet. 

Une strategic similaire a ete utilis^e pour produire des mutants de 
10 Tat86 dans lesquels chacune des sept cysteines de la region riche en cysteine est subs- 
tituee en serine (Tat86Ser, controle) ou en un acide amine hydrophobe, tel qu'une 
leucine (Tat86C(22-37)). 

3) Preparation de Tat complexee a I'heparine ou a des cations polyvalents, de 
preference divalents (Zn^*) 

L'heparine (poids moleculaire 15000; H3393 (SIGMA)) et ses 
fragments de poids moMculaire 6000 (H5284, SIGMA) et 3000 (H3400, SIGMA) ont 
6te melanges avec TatlOl ou Tat86 en tampon PBS, dans un rapport molaire 
Tatlieparine de 1/1, et les complexes ont ete incubes k 20°C pendant un temps 
corapris entre 1 heure et une nuit. Les complexes obtenus k partir de TatlOl sont 
to denommes Tatl01/Hep3000, Tatl01/Hep6000 et TatlOl/HeplSOOO, et de merae pom- 
Tat 86. Des complexes entre TatlOl ou Tat86 et des cations divalents (ions Zr?*) ont 
et^ prepares de fafon similaire, en utilisant un tampon dont le pH est d'environ 6 a 9. 

4) Preparation d'oligomeres de Tat 

Des dimeres covalents de Tat ont ete prepares par oxydation des 
5 residus de cysteine. De maniere plus precise, un derive monomerique de Tat comme 
par exemple le derive Tatl01C(22-31 ; 37)S, a 6X6 dissous en tampon phosphate de 
sodium 50 mM, pH8 (concentration fmalelO-^M). La solution a ete incubee pendant 48 
heures a temperature ambiante (environ 20 °C), sous agitation. Le milieu reactionnel a 
ensuite ete acidifie jusqu'i pH2 avec une solution contenant du TFA (TFA/H20, 1/1, 
v/v). Le dimere de Tat a enfm ete puiifie par chromatographie liquide haute 
performance en phase inverse a I'aide d'une colonne analytique C4 (15cmx4,6mm, 
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5pM, 300 A, JUPITER). La nature dimerique du derive de Tat a ete verifiee par 
analyse en acides amines et spectrometrie de masse. 

Exemple 2 : Tat est structurellement flexible et particulierement sensible h la 
degradation proteolytique. 
1) Materiels et m^thodes 

a) Preparation de Tat 

Tat86 et TatlOl sont produites par synthese chimique ou par les 
techniques d'ADN recombinant, comme decrit a i'exemple 1 . 

b) Analyse de l a susceptibilite de Tatl 01 a la protenly se 

La prot6ine TatlOl a et6 dissoute extemporanement en tampon 

phosphate de potassium 50 mM pH 7,0, a la concentration finale de 0,1 g/L, puis 
mcubee a 37°C avec I'enzyme (trypsine ou chymotrypsine, ROCHE DIAGNOSTICS 
GmBH), dans un rapport enzyme/substrat de 1/200 (P/P). A differents temps d'incu- 
bation (30 sec, 1 min, 2 min, 5 min, 6 min), 5|liI de TEA 5% ont ete ajoutes pour 
aireter la digestion enzymatique, et les fragments peptidiques produits ont ete identi- 
fies par chromatographie liquide couplee en ligne a la spectrometrie de masse (ESI- 
MS, Quattro II, MICROMASS). 

c) Analyse dich roioue des proteines Tat86 et TatlOl 

Les mesures en dichroisme circulaire ont ete effectuees a I'aide d'un 

dichrographe (CD6, YVON JOBIN), a temperature ambiante. Les solutions d'echan- 
tillons a 1 5 en tampon phosphate de potassium 5 mM pH 7,0 ont ete prealable- 
ment filtrees sur membranes 0,45nm, avant transfert dans des cuves en quartz de 2 
mm de ti-ajet optique. Chaque spectre est le resultat de quatre mesures dans la region 
UV lointam (190 nm-250 ran), obtenues a une resolution de 0,2 nm, avec un temps 
25 d'integration de 0,5 sec et une bande passante de 2 nm. 
2) Resultats 

Les etudes de dichroisme circulaire montrent que les proteines Tat86 
et TatlOl sont toutes deux depourvues de structure secondaire (figure I) et indiquent 
qu'elles adoptent une structure flexible, depourvue de feuillet p et d'helice a. La faible 
30 organisation sti-ucturale d'une proteine induit une flexibilite importante et par voie de 
consequence une faible stabilite thermodynamique et ime forte susceptibilite a la 
proteolyse. Ce qui est le cas de Ja proteine Tat, puisqu'elle est particulierement 
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sensible a la degradation proteolytique. En effet, I'anaiyse effectuee avec la proteine 
Tat de 101 acides amines montre qu'elle subit une premiere coupure apres seulement 
30 secondes d-incubation a 3TC avec la trypsine ou la chymotrypsine (figure 2). 

Les inventeurs ont emis I'hypotlidse que I'amelioration de la stabilite 
de Tat devrait diminuer sa susceptibilite proteolytique et augmenter sa demi-vie dans 
I'organisme, ainsi que son immunogenicite. Cette hypothese a ete validee en compa- 
rant I'immunogenicite de Tat non-modifiee a celle de molecules Tat prealablement 
stabilisees. La stabilisation de Tat a ete entreprise, soit par complexation avec un 
ligand, soit par incorporation de groupements hydrophobes. 

jExempIe 3 .: Stabilisation de Tat par formation de complexes entre TatlOl et un 
ligand de Tat (h^parine, Zn^^ 
1) Materiels et methodes 

a) Production de comp lex es Tat/li^ and 

Les proteines Tat86 et Tatl 0 1 , libres ou complex6es a I'heparine ou 
1 5 bien a des ions Zn^+ sont produites comrae decrit a I 'exemple 1 . 

b) Analyse de la susceptibilite de TatlOl et de T.t ipi/hen.rin. ^ 1. a^^..^.,;^^ 
proteolvtique 

L'analyse est effectuee dans les conditions decrites a I'exemple 2, a 
r exception de la duree d'incubation avec la trypsine qui est de 15 min et de la 
20 concentration en proteine Tat qui est de 0,5 g/L. 

d) Analyse de la repnnse anticorps indT.ite par T^t 1.. c omnleve.<= T.t/H^.„^ 
1 'animal 

L'analyse de la r^ponse anticorps induite par Tat et ses derives a ete 
effectuee chez la souris BALB/c et la souris SWISS (non-consanguine). Les differents 
25 immunog^nes ont ete melanges a volume egal avec de I'hydroxyde d'alumine puis 
inject^s, par voie intraperitoneal e, a raison de 5 ng de proteine Tat par souris 
BALB/c, dans un volume final de 100 ^1. Les souris ont ete immunisees deux fois a 
14 jours d'intervalle. Un prelevement sanguin a ete efifectue 14 et 28 jours apres la 
seconde immunisation. 

Altemativement, des souris SWISS ont ete immunisees avec Tat et 
ses derives, en Fabsence d'adjuvant, par vols sous-cutanee, a raison de 16 de 
proteine Tat par souris, dans un volui^ie final de 100 ^1. Les souris ont ete immuni- 
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sees deux fois a 14 jours d'intervalle. Un prelevement sanguin a ete effectue 14 jours 
apres la seconde immunisation. 

Les serums ont ensuite ete testes pour la presence d'anticorps anti- 
Tat par un test immunoenzymatique (ELISA). Dans ces experiences, Tat a prealable- 
5 ment ete adsorbe sur des plaques ELISA. Les plaques ELISA ont ete saturees avec de 
la serum albumine bovine a 0,1%. Des dilutions de serums ont enfin ete incubees sur 
les plaques pendant une nuit a 4°C. La presence d'anticorps anti-Tat a ete revelee a 
I'aide d'un anticorps de chevre specifique des anticorps de souris couple a la 
peroxydase et de TABTS comme substrat. 
10 c) Profil antigenique des serums produits par immunisation avec Tat 101 et 
Tatl01/Hep6000 . 

Ce profil a ete etabli a I'aide d^un test immunoenzymatique. 18 
peptides chevauchants d'une longueur de 15 acides amines, representant la totalite de 
la sequence de Tat, ont ete synthetises en phase solide, comme decrit a Pexemple 1. 

15 Les peptides ont ensuite ete adsorbes sur des puits de plaque ELISA 
(10|ig/100^1/puits). Les plaques ELISA ont ete saturees avec 0,1% de serum albumine 
bovine. Des dilutions des echantillons de serums anti-TatlOl et TatlOl /heparine6000 
a tester, ont ensuite ete ajoutes dans les plaques et Tincubation a ete poursuivie une 
nuit a 4''C. La presence d'anticoips anti-Tat a ensuite ete revelee a Taide d'un anticorps 

20 de chevre specifique des anticorps de souris couple a la peroxydase et de TABTS 
comme substrat. 
2) Resultats 

a) La formation de complexes entre Tat et un ligand de Tat 101 permet d'accroitre la 
stabilite de TatlOl vis-a-vis de la proteolvse . 

25 Trois types de complexes Tat/heparine avec un rapport molaire 

Tat/ligand de 1/1, ont ete prepares a partir de TatlOl et des heparines de masse mole- 
culaire 15000, 6000 et 3000 qui presentent une affinite decroissante pour la proteine. 
L'analyse comparative de la susceptibilite a la proteolyse, de la proteine Tat Hbre et de 
la proteine Tat complexee, montre que Tat libre est completement degradee en 15 

30 minutes alors qu'elle est degradee plus lentement lorsqu'elle est complexee (figure 3). 
Le fragment hepariiie 3000 de faible affinite protege assez peu Tat, alors que Thepa- 
rine 15000 et le fragment d'heparine 6000, plus affins, protegent mieux la proteine 
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(figure 3). Ainsi, la formation de complexes entre Tat et I'heparine ou des fragments 
d'heparine permet de stabiliser Tat vis-a-vis de la degradation proteolytique. Dans une 
moindre mesure, la formation de complexes entre Tat et le Zn^^ permet egalement de 
stabiliser Tat vis-a-vis de la degradation proteolytique (Tableau I : voir exemple 6. 
5 Resultats). 

b) La formation de comp l exes entre Tat et rheoarine p ^n^.t d-au^menf>.r 1. r^p^».. 
humorale induite contre Tat. 

La reponse en anticorps anti-Tat induite par immunisation de souris 
BalB/c avec, soit TatlOl melange a de I'hydroxyde d'alumine, soit des complexes 
10 Tatl01/Hepl5000 ou Tatl0]/Hep6000, melanges k de I'hydroxyde d'alumine. a ete 
analysee par ELISA. Les resultats raonti-ent que la reponse humorale est augmentee 
quand TatlOI est prealablement complexee h I'hepaiine 15000 ou 6000 (figure 4) ; les 
titres en anticorps induits par TatlOl sont dix fois inferieurs a ceux induits par 
TatllOl/HeplSOOO et Tatl01/Hep6000. 

Des. experiences analogues, realisees chez des souris SWISS et en 
I'absence d'adjuvant, montrent que les complexes Tat/lieparine (Tatl01/tlep6000 et 
Tat86/Hep6000) sont egalement capables d'induire une reponse immune chez une 
population non-consanguine, et ce en I'absence d'adjuvant (figure 13). 

En outre, dans la mesure ou I'interaction avec le ligand heparine 
20 pourrait masquer certains sites antigeniques de Tat et en demasquer d'autres, et induire 
une reponse humorale contre des determinants qui ne sont pas ceux naturellement 
pr6sentes par la proteine Tat libre, la sp6cificite antigenique des anticorps produits 
contre TatlOl et Tatl01/Hep6000 a 6te analysee en ELISA. Pour ce faire, les serums 
des souris immunises avec TatlOl et Tatl01/I-Iep6000 ont ete incubes en presence 
25 d'une serie de 18 peptides chevauchants d'une longueur de 15 acides amines repr^- 
sentant Tintegralite de la sequence de Tat. 

Les resultats presentes a la figure 5 montrent que la specificite anti- 
genique des anticorps anti-Tat produits par immunisation avec Tatl01/Hep6000 est 
similaire a celle produite par immunisation avec TatlOl libre. 

^ff^t' I'immunisation avec TatlOl induit de fafon predominante, 
des anticorps diriges contre la region 1-15 (titre>l/3000), et plus faiblement contre les 
regions 71-90 et 86-101 (titres<I/400). Les serums issus de I'immunisation avec 
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TatlOl/heparine presentent le meme profil antigenique. De plus, dans les deux cas, la 
region immunodominante est localisee dans la region N-terminale. La complexation 
de Tat a Theparine 6000 permet d^accroitre Tintensite de la reponse hximorale sans 
modifier la specificite antigenique des anticorps anti-Tat produits. 
5 Exemple 4 : Stabilisation de Tat par incorporation de groupements hydrophobes 
1) Materials et methodes 

a) Production de Tat et de ses derives 

Tat et ses derives dans lesquels les residus de cysteine sont bloques a 
raide de groupements hydrophobes du type S-teitio-butyle (StBu), sont synthetises en 
10 phase solide, comme decrit a P exemple 1. 

b) Analyse de Ja suscentibilite de Tat86 et Tat86 Cr22-37' >StBu a la degradation 

proteoh^ique 

Les proteines Tat86 et Tat86C(22"37)StBu ont ete dissoutes extem- 
poranement en tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,0, a la concentration 

15 finale de 0,5 g/L en proteine Tat, puis incubees a 3TC avec la pronase E (ROCHE 
DIAGNOSTICS GmBH), dans un rapport enzyme/substrat de 1/20 (P/P) Apres 15 
min d^incubation, 5]xl de TFA 5 % ont ete ajoutes pour arreter la digestion enzy- 
matique, et les fragments peptidiques produits ont ete identifies par chromatographic 
liquide couplee en ligne a la spectrometrie de masse (ESI-MS, Quattro II, 

20 MICROMASS). 

^) Analyse de la reponse anticorps induite par Tat86 et Tat86 Cr22-37^ StBu, chez 
ranimal 

Cette analyse a ete effectuee comme decrit a T exemple 3 pour les 
complexes Tat/heparine, a Pexception que les serums ont ete preleyes, soit 14 et 28 

25 jours (figure 9), soit 25, 35 et 47 jours (figure 8) apres la derniere immunisation, 
d) Analyse de la reponse cellulaire induite par Tat et ses derives 

Les differents immunogenes ont ete prepares et injectes selon le 
meme protocole que celui decrit pour rinduction de la reponse humorale (exemple 3), 
Dix jours apres la seconde immunisation, les rates des animaux ont ete prelevdes et 

30 dilacerees. Les splenocytes de souris ont ensuite ete incubes en presence de series de 
dilution de Tat86. Apres 3 jours de sfimulation a 37'^C, de la thymydine tritiee a ete 
ajoutee, et 18 heures plus tard, les cellules ont ete prelevees et la proliferation 
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cellulaire a ete evaluee par mesure de la radioactivite incorporee, selon les protocoles 
standards. 

e) Analyse de ]a liaison a rhe. parine de Tat et de ses derives hvdrop hnhK<; 

Les antigenes Tat86, Tat86C(22-37)L et Tat86C(22-37)StBu ont ete 
5 adsorb6s dans les puits d'une plaque ELISA (0, 1 j^ig/puits). Les plaques ont ensuite ete 
saturees avec du tampon phosphate 0,1 M pH 7,contenant 0,3 % de s6mm albumine 
bovine. Des series de dilutions d'un conjugue heparine-albumine-biotine, ont ensuite 
ete ajoutees dans les puits. Apr^s une incubation d'une nuit a 4"'C, la quantite du 
conjugue-heparine albumine-biotine li6e a Tat 86 ou a ses derives a ete revelee a 
10 I'aide de streptavidine couplee a la peroxydase puis d'ABTS comme substrat. 
2) Rfeultats 

Le blocage des cysteines de Tat oar de s groupements StBu nermet d'accroitre ]» 
stabilite d'une grande partie de la sequence de Tat . 

Dans une seconde approche, la prot^ine Tat a ete stabilisee par 
incorporation de groupements hydrophobes, dans le but de creer un coeur stabilisant. 
Les 7 cysteines localisees entre le residu en position 22 et le residu en position 37 de 
la region riche en cysteine de Tat ont ete modifiees a I'aide de groupements hydro- 
phobes du type S-tertio-butyle (StBu). Pour evaluer les effets de ce type de modifica- 
tion sur la stabilite de Tat, une proteine Tat86 dont les 7 cysteines sont bloquees par 
20 des groupements StBu (Tat86C(22-37)StBu) et une autre dont les cysteines sont libres 
(Tat86) ont ete synthetisees. De la mSme maniere, une proteine TatlOl avec les 
cysteines libres (TatlOl) et une proteine TatlOl avec les cysteines bloquees par des 
StBu (Tatl01C(22-37)StBu) ont egalement ete synthetisees. L'analyse comparative de 
la stabilite de ces quatre proteines vis-a-vis de Taction proteolytique de la pronase 
montre des differences importantes entre les fragments issus de la proteolyse de 
chacune des quatre proteines (figures 6 et 7). Ainsi, les fragments issus de TatlOl et 
Tat86 sont pour la plupart de petite taiUe alors que ceux issus de TatlOl C(22-37)StBu 
et Tat86C(22-37)StBu sont majoritairement de grande taille. Ces resultats indiquent 
que les proteines Tat dont les cysteines sont libres sont proteolysees de fagon exten- 
sive, alors que celles dont les cysteines sont bloquees par des groupements hydro- 
phobes sont partiellement protegees de Taction enzymatique. La presence, dans le 
produit de digestion de Tati01C(22-37)StBu et Tat86C(22-37)StBu de norabreux 
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longs fragments dans la region s'etendant de Tacide amine 13 a I'acide amine 52 et de 
plusieurs longs fragments dans ia region C tenninale indique que la protection vis-a- 
vis de Taction enzymatique s'exerce dans la region d'insertion des groupements hydro- 
phobes mais aussi a distance de celle-ci. 

^) Le blocaRc des cystei nes de Tat par des groupements hydrophobes du type StBn 
permet d'accroitre la reponse humorale dirigee centre Tat . 

Dans uu premier temps, Teffet de Tincorporation de groupements 
StBu sur rimmunogenicite de la fomie longue de Tat (TatlOl) a ete evalue. Les 
resultats montrent que TatlOl induit une reponse anticorps qui est 15 fois plus faible 
que celle induite par Tatl01C(22^37)StBu (figure 8). L'analyse comparative de 
rimmunogenicite de la fonne courte de Tat (Tat86), de Tat86C(22-37)StBu et d'un 
toxoYde de Tat prepare par carboxamidation (Tatcam) montre que Tat86C(22-37)StBu 
induit une reponse anticorps qui est plus de 30 fois superieure a celle procuree par 
Tat86 et dix fois plus importante que celle induite par le toxoYde Tatcam (figure 9). 
Ainsi, rincorporation de groupements StBu permet d'accroitre significativement T 
immunogenicit^ de Tatl 01 et de Tat86. 

Des experiences analogues, realisees chez des souris SWISS et en 
Tabsence d'adjuvant, montre que les derives TatStBu sont egalement capables 
d'induire une reponse immune chez ime population non-consanguine, et ce en 
Tabsence d'adjuvant (figure 13). 

c) l es groupements hydrophobes incorpores dans Tat sont responsables de Taugmen- 
tation de rimmunogenicite 

Le role de groupements hydrophobes dans Taugmentation de 
rimmunogenicite de Tat a ete demontre par r etude de rimmunogenicite d'une 
molecule Tat86 dont les 7 cysteines sont substituees respectivement par des leucines 
(Tat86 C(22-37)L, des phenylalanines (Tat8C(22-37)F), ou des tryptophanes (Tat86 
C(22-37)W), par comparaison a une molecule Tat dont les 7 cysteines sont remplacees 
par des serines (Tat86C(22-37)S), (figure 10). 

La combinaison de l a coniplexation a Theparine et la creation d^me zone hydro- 
phobe augmentent rimmunogenicite de Tat 

Les resultats presentes aux exemples 3 et 4 demonlrent que Von pent 
augmenter sensiblement rimmunogenicite de Tat, soit par creation d'une zone hydro- 
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phobe dans la molecule, soit par formation de complexes. Ces deux approches ont ete 
mises en place a partir de deux regions distinctes de Tat. En effet, la formation de 
complexes avec I'heparine est mediee par la region basique de Tat, localisee du r^sidu 
49 au residu 51, alors que les 7 cysteines sonl regroup^es dans la zone 22-37 de la 
5 molecule. 

En consequence, des etudes ont ete realis6es pour verifier dans un 
premier temps que les molecules Tat de caractere hydrophobe pouvaient toujours 
interagir avec Theparine. puis poui- determiner si les composes nouvellement fonnes 
presentaient des caracteristiques immunog6niques encore accrues. 

L'etude de la liaison de Tat86, Tat86C(22-37)StBu et Tat86C(22- 
37)L a I'hdparine k I'aide d'un test ELISA montre que les trois molecules presentent la 
meme aptitude a Her I'heparine (figure 1 1). 

Apres immunisation de souris BALB/c avec Tat86C(22-37)StBu 
libre ou prealablement complexe a de I'heparine 6000, dans des conditions telles que 
decrites a I'exemple 3 pour les derives de Tat, la reponse anticorps a 6l€ analysee en 
ELISA. 

Les titres en anticorps obtenus par immunisation avec le complexe 
Tat86C(22-37)StBu/Hep6000 sent cinq fois superieurs a ceux induits par immunisa- 
tion avec Tat86C(22-37)StBu (figure 12). Ces resultats indiquent que la complexation 
a I'heparine augmente aussi I'immunogenicite des derives de Tat et que la combinaison 
des deux modifications pennet ainsi d'obtenir une augmentation de rimmunogenicite 
superieure a celle obtenue avec chacune des modifications, seule. 

Des experiences analogues, realisees chez des souris SWISS et en 
I'absence d'adjuvant, montrent que la combinaison des deux modifications pennet 
25 aussi d'obtenir une augmentation de I'immunogenicite superieure a celle obtenue avec 
une seule de ces modifications, chez une population non-consanguine, et ce en 
I'absence d'adjuvant (figure 13). 

e) Le derive Tat86 C(22-37) StBu libre o„ nnmp l..-^ . v^^^r-^in^ indnit A.. ..n.i.. -r 
chez I'animal- 

^^^^^ reponse anticorps anti-Tat joue un role crucial dans la 

limitation de la progression de la maladie, la reponse cellulaire dirigee contre Tat a 
aussi une place importante dans la protection vis-a-vis de infection virale. C'est 
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pourquoi, Veffei des derives hautement immunogenes de Tat sur la reponse cellulaire 
aiiti-Tat a ete evalue. Les resultats illustres par la figure 14 montrent que les spleno- 
cytes de souris immunisees avec Tat86 ne proliferent pas in vitro en presence de Tat 
ce qui indique que 1 'immunisation avec la forme sauvage de Tat86 ne permet pas 
5 d'induire des cellules T specifiques chez I'animal (figure 14A). En revanche, les 
splenocytes issus des immunisations avec Tat86C(22-37)StBu (figure 14B) et 
Tat86C(22-37)StBu/Hep6000 (figure 14C) proliferent "zn vitro'' en presence de Tat86, 
ce qui indique que des cellules T sont bien activees par immunisation a Taide de ces 
deux immunogenes. 

1 0 Exemple 5 : Analyse des proprietes transactivatrices des derives de Tat 
1) Materiels et methodes 

Un plasmide rapporteur, denomme pLTR-G, comprenant le gene de 
la proteine fluorescente verte EGFP sous le controle transcriptioimel du LTR du VIH- 
I , a ete construit et transfecte de fa9on stable dans des cellules Hela. 

15 De maniere plus precise, la sequence du LTR de i'isolat AVR-2 du 

VIFH (Jones et aL, Curr. Opin. CelL BioL, 1993, 5 : 461-468 et numero d'acces 
GenBank K02007) couvrant les positions -137 a +58, relativement au site dMnitiation 
de la transcription a ete synthetisee selon la methode decrite dans Stemmer et al. 
Gene, 1995, 164 : 49-53. Le LTR synthetique ainsi obtenu a ete digere par Hindlll et 

20 Sacll et clone aux memes sites du plasmide pEGFP-1 (CLONTECH), en amont du 
gene EGFP depourvu de promoteur, pour donner le plasmide pLTR-G. 

Une lignee de cellules Hela transfectee de fafon stable par le 
plasmide pLTR-G, et exprimant I'EGFP de fa9on activable en presence de Tat a ete 
selectionnee, 

25 La lignee de cellules Hela transfectees par le plasmide rapporteur a 

ete incubee en presence de Tat ou de derives de Tat prepares comme decrit a 
Pexemple 1 et de chloroquine (100 jliM final) dans un milieu sans serum. Apres 3 
heures d'incubation a 37 °C, du milieu DMEM contenant 10 % de serum de veau 
fcetal a 6X€ ajoute. Les cellules ont ensuite ete incubees pendant 45 heures a 3TC et la 

30 fluorescence cellulaire a ete analysee en cytometrie de flux. 
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2) Resultats 

La figure 15 montre que contrairement k TatlOl et Tat86 qui sont 
capables de transactiver ]e LTR du VIH, les derives de Tat possedent une activite de 
transactivation reduite. A I'exception des derives Tatl01C(22-37)StBu et Tat86 C(22- 
37)tBu dont 1' activite de transactivation est reduite seulement de 60% par rapport a 
celle de TatlOl ou Tat86, tous les autres derives ont un poxwoir transactivateur quasi- 
ment aboli (reduction de 95% a 99% par rapport k TatlOl ou Tat86). 
Exemple 6 : Mesure de la resistance de Tat et de ses derives vis-a-vis de la degra- 
dation proteolytique 

La stabilite proteol34ique de Tat et de ses derives a ete etudiee par 
analyse de la persistance d'un epitope B (KGLGISYGRK) de la region du core, qui 
est recomiu par I'anticorps monoclonal denomme anti-Tatl7S, et est particulierement 
sensible a la chymotrypsine, du fait qu'il contient trois residus hydrophobes (L, I et 
Y). La region core a ete s^lectionnee pour les raisons suivantes : (i) elle n'est pas 
modifiee dans I'ensemble des derives de Tat etudies, (ii) elle n'est pas impliquee dans 
la liaison avec les ligands du type heparine (exemple 3), et (iii) elle n'est pas modifiee 
dans les derives hydrophobes de Tat (exemple 4). 
1) Materieis et methodes 

Tat et ses derives sont dissous dans un tampon phosphate 50 mM pH 
7. 2,5 ^g de Tat ou de I'un de ses derives sont incubes en presence de tampon 
phosphate seul ou de tampon phosphate contenant de la chymotrypsine dans un 
rapport enzyme/substrat de 1/50 (P/P). Apres 2 heures a 37°C, la reaction est arretee 
par ajout de PMSF (5 mM final). 300 (ol de tampon phosphate pH 7 sont ensuite 
ajoutes et des dilutions seriees du milieu reactionnel sont distributes dans les puits 
d'une plaque BLISA. Apr^s une nuit d'incubation a 4°C, les plaques sont saturees par 
ajout de 200 \xl de tampon phosphate de sodium 1 00 mM, pH 7,2, contenant 0,3 % de 
serum albumine bovine et 0,003 % de thymerosal. Apres une heure d'incubation a 
37°C, les plaques sont lavees en tampon phosphate de sodium 0,01 M pH 7,2 
contenant 0,05 % de tween 20. Un liquide d'ascite contenant I'anticorps monoclonal 
anti-Tatl7S specifique de la region core de Tat est incube au 1/100 dans les puits des 
plaques ELISA. Apres 2 heures d'incubation a temperature ambiante, les plaques sont 
lav6es dans le meme tampon que precedemment et un anticoips polyclonal de chevre 
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anti-immunoglobuline de souris couple a la peroxydase est ajout€ (dilution 1/5000). 
Apres 30 minutes d' incubation a temperature ambiante, les plaques sent lavees dans le 
m^me tampon que prec6deminent et I'ABTS est ajoute dans les puits. Apres 30 
minutes d'incubation a temperature ambiante, I'absorbance a 414 nm est mesuree k 
I'aide d'un lecteur automatique (Multiskan MCC340, TITERTEK), 

La proportion de Tat ayant resiste k Paction de la chymotiypsine est 
etablie comme etant le rapport entre la dilution de Tat en presence de chymotiypsine 
(Tat chymo) et la dilution de Tat en I'absence de chymotrypsine (Tat en tampon 
phosphate : Tat tp). Ce rapport est mesure pour une densite optique egale a 1 apres 
incubation des differents anticoips et du substrat. Ce rapport est mesure pour 
I'ensemble des derives de Tat (Tat derive chymo/Tat derive tp). La stabilite du derive 
par rapport a Tat sauvage, est ensuite determinee par la division du rapport obtenu 
pour chaque derive de Tat, par le rapport mesure pour Tat sauvage, le tout multiplie 
par 1 00 ((Tat derive chymo/Tat derive tp)/ (Tat sauvage chymo/Tat sauvage tp) x 
100). Un pourcentage superieur a 120 % correspond a une augmentation de stabilite 
par rapport k Tat sauvage (valeur egale a 1 00 %). 
2) Resultats 

La sensibilite des derives de Tat a la degradation proteolytique est 
presentee dans le Tableau I ci-dessous : 

Tableau I : Stabilite des derives de Tat vis-a-vis de la digestion par la 

chymotrypsine 



Derives de Tat 


Stabilite par 




rapport k TatlOl 




ou Tat86 


Tat86C(22-37)S 


49% 


Tat86C(22-37)StBu 


156 % 


Tat86C(22-37)L 


1 94 % 


Tat86C(22-37)F 


210% 


Tat86C(22-37)W 


310% 


Tat86/Hep6000 


430 % 


TatSe/Zn^"^ 


167 % 


Tatl01C(22-37)StBu 


132 % 


Tatl 0 1 C(22,34,3 7)S,C(25,27,30,3 DStBu 


755 % 


Tatl01/Hep6000 


833 % 
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Le Tableau I indique que la complexation de Tat a un ligand comma 
I'heparine, ou bien 1' augmentation du caractere hydrophobe de Tat augmentent la 
stabilite de Tat comme le montre la resistance accrue des derives de Tat selon 
I'invention, vis-a-vis de la degradation proteolytique. Pai- comparaison le derive 
5 contrdle, Tat86Ser qui est substitue par des acides amines poiaires est moins stable 
que Tat86. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, I'invention ne se limite 
nuUement a ceux de ses modes de mise en ceuvre, de realisation et d'appHcation qui 
viennent d'etre decrits de fa9on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
10 variantes qui peuvent venir a I'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la port^e, de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 
1°) Composition vaccinale aiiti-VIH, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un antigene Tat stabilise. 

2°) Composition vaccinale selon la revendication 1, caracterisee en 
5 ce que ledit antigene Tat stabilise est constitu6 par : 

a) un complexe entre una proteine Tat de VIH ou un fragment de Tat 
d'au moins 1 1 acides amines, et un ligand de Tat, 

b) une proteine Tat de VIH ou un fragment de Tat d'au moins 1 1 
acides amines, modifies par substitution par un acide amine hydrophobe et/ou modifi- 

0 cation par un groupement hydrophobe d'au moins un acide amine de la sequence de 
Tat, a r exclusion des substitutions R52L, R55L, R57L et K89L, et 

c) un complexe entre la proteine Tat ou le fragment de Tat modifies 
en b), et un ligand de Tat. 

3°) Composition vaccinale selon la revendication 2, caracterisee en 
5 ce que ledit ligand est une heparine ou un fragment d'heparine. 

4°) Composition vaccinale selon ia revendication 3, caracterisee en 
ce que ladite heparine est une heparine de poids moleculaire de 1 5 000 Da ou un 
fragment d'heparine de poids moMculaire de 6000 Da. 

5°) Composition vaccinale selon la revendication 2, caracterisee en 
0 ce que ladite proteine Tat ou ledit fragment de Tat sont modifies par substitution par 
un acide amine hydrophobe et/ou modification par un groupement hydrophobe de 1 a 
7 cysteines, situees en positions 22, 25, 27, 30, 31, 34 et/ou 37. 

6°) Composition vaccinale selon la revendication 5, caracterisee en 
ce qu'au moins les quatre cysteines en positions 25, 27, 30 et 31 sont substitutes par 
un acide amine hydrophobe et/ou modifiees par un groupement hydrophobe. 

7°) Composition vaccinale selon la revendication 5 ou la revendica- 
tion 6, caracterisee en ce que ledit acide amine hydrophobe est selectiomie dans le 
groupe constitue par : une leucine, un tryptophane et une phenylalanine et/ou ledit 
groupement hydrophobe est le S-tertio-butyle. 
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8°) Composition vaccinale selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 a 7, caracterisee en ce que iedit antigene Tat stabilise derive d'un antigene Tat 
inactive. 

9"") Composition vaccinale selon la revendication 8, caracterisee en 
5 ce que ledit antigene Tat inactive comprend la substitution des cysteines en positions 
22, 34 et 37 en serines. 

10'') Composition vaccinale selon Tune quelconque des revendica- 
tions 2 a 9, caracterisee en ce que ledit antigene Tat stabilise est constitue par un 
complexe entre la proteine Tat ou le fragment de Tat modifies, tels que definis a I'une 
10 quelconque des revendications 2 et 5 a 9 et un ligand de Tat, tel que defmi a Tune 
quelconque des revendications 2 a 4, 

ll"") Composition vaccinale selon Tune quelconque des revendica- 
tions 2 a 10, caracterisee en ce que ladite proteine Tat ou le fragment de ladite proteine 
sont choisis panni : la proteine Tat de 86 acides amines, le fragment 1 a 57 de Tat et 
15 les fragments d'au moins 11 acides amines inclus dans la proteine ou le fragment 
precedents. 

12'') Composition vaccinale selon Tune quelconque des revendica- 
tions 2 a 1 1 , caracterisee en ce que ledit antigene Tat stabilise derive de la proteine Tat 
de sequence SEQ ID NO : 1 ou d'un fragment d'au moins 1 1 acides amines de cette 
20 sequence. 

13'') Composition vaccinale selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 a 12, caracterisee en ce que ladite proteine Tat ou ledit fragment de Tat sont 
des monomeres. 

14°) Composition vaccinale selon Tune quelconque des revendica- 
25 tions 1 a 12, caracterisee en ce que ladite proteine Tat ou ledit fragment de Tat sont 
des oligomeres, de preference des dimeres. 

15°) Composition vaccinale selon la revendication 14, caracterisee 
en ce que lesdits oligomeres, de preference dimferes, sont formes de Tassociation 
covalente de ladite proteine Tat et/ou du fragment de ladite proteine par 
30 Pintermediaire d'une liaison disulflire intermoleculaire impliquant Tune des cysteines 
en position 22, 25, 27, 30, 31, 34 ou 37. 
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16°) Composition vaccinale seloii la revendication 15, caracterisee 
en ce que ladite liaison disulfure implique I'une des cysteines en position 22, 34 ou 37. 

IT) Composition vaccinale selon la revendication 14, caracterisee 
en ce que lesdits oligomeres, de preference dimeres, sont formes de I'association non- 
5 covalente de ladite proteine Tat et/ou du fragment de ladite proteine par 
I'intermediaire d'cations polyvalents, de preference divalents comme notamment le 
zinc et le cadmium. 

18°) Composition vaccinale selon la revendications 16, caracterisee 
en ce que le dimere de Tat est forme de I'association par un pont disulfore entre les 
0 cysteines en position 34, de deux proteines Tat ou de deux fragments de Tat d'au 
moins 1 1 acides amines comprenant une serine en positions 22 et 37 et une leucine en 
positions 25, 27, 30 et 3 1 . 

19°) Composition vaccinale selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 18, caracterisee en ce qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement 
5 acceptable, et/ou un adjuvant, et/ou une substance porteuse. 

20°) Composition vaccinale selon la revendication 1 9, caracterisee 
en ce qu'elle est constitute par un antigene stabilise tel que defmi a I'une quelconque 
des revendications 1 a 1 8 et un vehicule phaimaceutiquement acceptable et/ou une 
substance porteuse. 

21°) Composition vaccinale selon la revendication 19, caracterisee 
en ce que ledit adjuvant est I'hydroxyde d'alumine. 

22°) Antigene Tat stabilise tel que defmi a I'une quelconque des 
revendications 1 a 18 comme vaccin pour la prevention et/ou le traitement d'une 
infection parle VIH chez 1' Homme. 

23°) Utilisation d'un antigene Tat stabilise tel que defini a I'une 
quelconque des revendications 1 a 18, pour la preparation d'un vaccin destine a la 
prevention et/ou au traitement d'une infection par le VIH chez I'Homme. 

24°) Complexe peptidique, caracterise en ce qu'il est constitue par : 
- une proteine Tat de VIH ou un fragment de Tat d'au moins 1 1 
acides amines, modifies par substitution par un acide amine hydrophobe et/ou modifi- 
cation par un groupement hydrophobe d'au moins un acide amine de la sequence de 
Tat, tels que definis a I'une quelconque des revendications 2 et 5 a 1 8, associe a 
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- im ligand de Tat, tel que defini a Tune quelconque des revendica- 

tions 2 a 4. 

25°) Proteine ou fragment peptidiqxie, caracteris6s en ce qu'ils sont 
choisis parmi une proteine Tat de VIH ou un fragment de Tat d'au moins 1 1 acides 
5 amines, modifies par substitution par un acide amine hydrophobe et/ou modification 
par un groupement hydrophobe d'au moins un acide amine de la sequence de Tat, tels 
que definis a I'une quelcoiique des revendications 2 et 5 a 18, a I'exclusion des 
substitutions R52L, R55L, R57L et K89L. 

26°) Procede de preparation d'un antigene Tat stabilise, caracterise 
10 en ce qu'il comprend au moins : 

- la preparation, par tout moyen approprie, d'une proteine Tat de 
VIH ou d'un fragment de Tat tels que defmis a I'une quelconque des revendications 2, 
8, 9 et 11 a 1 8, et de fafon simultanee ou sequentielle, 

- la formation d'un complexe avec un ligand de Tat tel que defmi a 
I'une quelconque des revendications 2 a 4 et/ou la^substitution par un acide amine . 
hydrophobe et/ou la modification par un groupemem hydrophobe, d'au moins un des 
residus d'acides amines de la sequence de Tat, telles que definies a I'une quelconque 
des revendications 2 et 5, 6, 7, 10 et 18, a I'exclusion des substitutions R52L R55L 
R57L et K89L. 



15 
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27^^) Polynucleotide ou melange de polynucleotides s61ectiomie dans 
le groupe constitue par : 

a) un polynucleotide ou un melange de polynucleotides 
comprenant la sequence codant pour une proteine Tat de VIH ou un fragment de Tat 
d'au moins 1 1 acides amines tels que definis a I'une quelconque des revendications 2 
et 5 a 1 8 et la sequence codant pour un ligand peptidique de Tat, et 

b) un polynucleotide comprenant la sequence codant pour une 
proteine Tat de VIH ou un fragment de Tat d'au moins 1 1 acides amines, modifies par 
substhution par un acide amine hydrophobe d'au moins un acide amine de la sequence 
de Tat tels que definis a I'une quelconque des revendications 2 et 5 a 18, a I'exclusion 

30 des substitutions R52L, R55L, R57L et K89L. 

Vecteur recombinant comprenant le polynucleotide tel que 
d^fini en a) ou en b) de la revendication 27. 
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29*^) Melange de vecteurs recombinants comprenant chacun des 
poiynucleotides du melange tel que defini en a) de la revendication 27. 

30°) Cellule eucaryotes modifiees par un polynucleotide, un vecteur 
recombinant ou un melange tels que definis a Vxme quelconque des revendications 27 
a 29, 
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S263FR110.ST25 
SEQUENCE LISTING 



<110> Commissariat a I'Energie Atomique 

<120> Antigene Tat stabilise et ses applications pour la vaccination anti-viH 
<130> S263FR110 



<160> 1 



<170> Patentin version 3.1 



<210> 1 

<211> 101 

<212> • PRT 

<213> Human immunodeficiency virus 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> CD . . CD 

<223> Xaa= Norleucine 



<400> 1 

Xaa Glu Pro Val Asp Pro Lys Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly ser 
1 5 10 15^ 

Gin Pro Lys Thr Ala cys Asn Asn cys Tyr cys Lys Lys Cys Cys Phe 

25 30 

His cys Gin val Cys Phe Thr Lys Lys Gly Leu Gly He Ser Tyr Gly 
ib 40 45 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Ala Pro Gin Asp Ser Gin Thr 

55 60 

His Gin val ser Leu ser Lys Gin Pro Ala ser Gin Pro Arg Gly Asp 

70 75 gQ 

Pro Thr Gly Pro Lys Glu Ser Lys Lys Lys val Glu Arg Glu Thr Glu 

^-^ 90 95 

Page i 



Thr Asp Pro Val Asp 

100 
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31-33, rue de la Federation 
75015 PARIS 
FRANCE 



DESIGHE(i^T) Ei^ TANT QU'ENV£nTEUE(S) 



Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



DREVET 



Code postal et ville 



Societe d'appartenance (facultaUf) 



Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Pascal 
30, rue Ernest Cousseran 



71 Qj LIMOURS 



LAJEUNESSE 



Code postal et ville 



Soci ete d'appa rtenance (facultaUfj 
Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Evelyne 
16, Avenue Fernand Fenzy 



IQ i2i1 if^iOl ANTONY 



LECOQ 



Alain 



Code postal et ville 



9, Place des rouges gorges 



I9i1 (5 i4 iQI MENNECY 



Societe d'appartenance (facuUaUf ) 

S'il y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N"^ de la page suivl du nombre de pages. 
DATE ET SIGfWURE(S) 
DU (DES) DEiWANDEUR(S) 
OU DU E^ArJDATAIRE 

(Woni et qualite du signataire) """"^^^a:'^'^^^ • i/^ 




Paris, le ler Avril 2004 

ORES Beatrice 
N^ 92-4046 - Mandataire CABINET ORES 



.-jh. B^LoOiit un u«uH u endues et de recuiicaxion pour ies donnees vous eoncemant nupre^ de IMMPl. 



regue le 28/04/04 




EVET 



• INtmUT 
lltbUH1R|ELl.K 



26 bis, rue de Saint Petersbourg - 75800 Paris Cedex 08 

Pour vous informer : INPI DIRECT 

^ 0 825 33 8587^ 



0.15eTTC/mn 

Tel^copie : 33 (0)1 53 04 52 65 



CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propri6te intellecluelle - Livre VI 




11235"03 



DESIGWATION D'INVEWTEUR(S) Page 2. ./3. , 

(A fournir dans le cas oO les demandeurs et les 
Inventeurs ne sont pas les memes personnes) 




DB U3©W/ 210103 



Vos references pour ce dossier (facuKatiJ) 


BLO/HLPnd F263/110 FR 


D'ENREGISTHE^EriT S^JATIONAL 





TITRE DE L'INVENTION (200 caracteres ou espaccs maximum) 



ANTIGENE TAT STABILISE ET SES APPLICATIONS POUR LA VACCINATION ANTI-VIH. 



LE(5) DEMANDEURCS) : 

COMMISSARIAT A UENERGIE ATOMIQUE 
31-33, rue de la Federation 
75015 PARIS 
FRANCE 



DES1GN£(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : 



(IS Nom 


LEONETTI 


Prenoms 


Michel 


Adresse 


Rue 


6, rue Claude Monet -J 




Code postal et ville 


ifl 1 1i 6|2iQ| N07AY 


Societe d'apparlenance (facultatif) 




0 Nom 


MENEZ 


Prenoms 


Andre 


Adresse 


Rue 


102, rue Claude Nicolas Ledoux, Cressely 




Code postal et ville 


17 I 8 1 1 1 1 1 4 1 MAGNY LES HAMEAIJX 


Socfete d*appartenance (facultatif) 




fel Nom 


MOINE 


Prenoms 


Gervaise 


Adresse 


Rue 


40» rue Gerard de Nerval 




Code postal et ville 


17 i8 i1 i8 lO IMONTIGNY LE BRETONNEUX 


Societe d'appartenance (facultatif) 




S'il y a plus de trots inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N° de la page suivi du nombre de pages. 


DATE ET SIGNATUR£(S) 
DU (DES) DEIV]ANDEUR(S) 

OU DU MANDATAIRE ^^...^^------^^'^'^^ 

(Nom et qualite du signataire) ^ ^^""""^^ ' 

Paris, le 1er Avril 2004 

OF^ES Beatrice 
N° 92-4046 - Mandataire CABINET ORES 



La loi n°78-17 du 6 Janvier 1978 relative a llnformatique, aux fichiers et aux liberies s'applique aux reponses faltes a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concemant aupres de TINPI. 



recue le 28/04/04 





tHMtrUT 
NATIOKAt QF 




11235-03 



26 bis, rue de Saint P^tersbourg - 75800 Paris Cedex 08 



Pourvous informer: INPl DIRECT 
(^Mmi^'B 0 825 83 85 

0.15€TTC/mn 

Telecopie : 33 (0)1 53 04 52 65 



Vos references pour ce dossier (factiltatij) 



n° DTNREGISTEEiMEyiT NATIONAL 



Code de fa propri^t^ intellectueUe - Livre Vi 

DESIGI^ATIOW D^II^VENTEUR(S) Page N'^ 3. 
(A fournir dans le cas ou les demandeurs et les 
inventeurs ne sont pas les memes personnes) 

Get imprime est a rempiir fisfblement a Tencre noire 



DB J13 @ W/ 2J0IO3 



BLQ/HLPnd F263/11Q FR 



TITRE 0E L'INVENTION (200 caractferes ou espaces m^^dmum) 



ANTIGENE TAT STABILISE ET SES APPLICATIONS POUR LA VACCINATION ANTI-VIH. 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMiQUE 
31-33, rue de la Federation 
75015 PARIS 
FRANCE 



DESiGNE{NT) Ei^ TANT QU'mVEiNTEUR(S} : 

THAI 



Norn 



Prenoms 



Adresse 



Robert 



Rue 



Code postal et ville 



Socfete d'apparten ance (Jacultatif) 
Norn 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Societe d'apparte nance (facultatij) 
Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



6, rue Paul Cezanne 



19 1 1 ' 6t 2i Ql NOZAY 



\ \ \ \ ^ \ 



Code postal et ville 



\ \ \ \ \ 



Society d'appartenance (facuUa Uf) 

SMI y a plus de trois inventeurs, utifeez plusleurs formulaires. Indiguez en haut a droite le N° de la page suM ri.. nnn.K.. 



DATE ET SIG^ATURE(S} 
DU (DES) DEIfVi[A^DEUR(S) 
OU DU MANDATAIRE 
(Worn et qualrte du signataire) 

Paris, le ler Avril 2004 

ORES Beatrice 
N 92-4046 - Mandataire CABINET ORES 



pages. 



"i^^^^^^Sl^^^^^^^ " ^-^^^ -'-PP"^"e auK reponses faitos a ce fonr..,N,.. 

!-n- ^ji^ijiii uru... w ( iiuunc;dtion pour les donnees vn 



vous concemant aupres dc TINPL 



V 



